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摘要 : 为 研究 中 华 蜜蜂 Apis cerana cerana 化 学 感受 蛋白 AcerCSP3 在 化 学 感受 系统 中 的 生理 功能 , 本 实验 通过 对 
AcerCSP3 进行 原核 表达 、 分 离 纯化 后 , 利用 获 光 法 研究 了 体外 重组 AcerCSP3 与 1-NPN 以 及 候选 化 学 配 基 的 结合 特 
征 。Scatchard 方程 显示 AcerCSP3 与 1-NPN 的 解 离 常 数 Kp 为 8.29 pmol/L, 结合 位 点 数 约 等 于 1。 在 候选 配 基 竞争 
1-NPN 与 AcerCSP3 结合 的 实验 中 ,5 种 配 基 均 能 在 200 pmol/L 浓度 下 使 1-NPN 的 相对 诡 光 强度 下 降 至 50% 以 下 ， 
其 中 B- 紫 罗兰 酮 甚至 能 使 1-NPN 的 相对 荧光 强度 下 降 至 10% 左右 , 表明 候选 配 基 均 与 AcerCSP3 有 和 较 强 的 结合 能 
Jj, 而 3, 4- - HH ETE HH BE 5j rp e AcerCSP3 的 结合 能 力 最 强 ，K 达到 18.77 pmol/L。 本 研究 所 用 化 学 配 基 均 为 植物 
花 与 叶片 的 挥发 性 的 次 生 代 谢 产 物 , 表明 AcerCSP3 可 能 作为 中 蜂 化 学 感受 系统 的 一 部 分 , 在 其 搜寻 某 些 植物 花粉 
蜜源 时 作为 气味 分 子 运载 体 发 挥 一 定 的 作用 。 
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Molecular binding characterization with chemical ligands of a 
chemosensory protein AcerCSP3 in the Chinese honeybee, Apis cerana 


cerana Fabricius ( Hymenoptera: Apidae) 

LI Hong-Liang' ^ , ZHANG Lin-Ya , NI Cui-Xia”, SHANG Han-Wu 一 ” (1. College of Life Sciences, 
China Jiliang University, Hangzhou 310018, China; 2. Zhejiang Provincial Key Laboratory of Biometrology 
and Inspection & Quarantine, Hangzhou 310018, China) 

Abstract: In order to clarify the physiological function of AcerCSP3, a chemosensory protein ( CSP) in Apis 
cerana cerana, the recombinant protein AcerCSP3 was successfully expressed in a optimized prokaryotic 
expression system, and the binding properties of the purified AcerCSP3 with 1-NPN was then investigated. 
Scatchard plot analysis indicated that the dissociation constant between 1-NPN and AcerCSP3 was 8. 29 
pmol/L and the binding site number was about one. In the competitive binding assays, all the five 
candidate ligands at the concentration of 200 pmol/L reduced the relative fluorescence intensity of 1-NPN 
by more than 50% , with B-ionone causing 90% reduction in the relative fluorescence intensity , suggesting 
that all the tested ligands have strong binding capability with AcerCSP3. 3, 4-Dimethylbenzaldehyde had 
the strongest binding capability with a dissociation constant as high as 18. 77 jumol/L. All the candidate 
chemical ligands are plant volatile secondary metabolites, indicating that AcerCSP3 may act as a carrier for 
odor molecules released from flower and nectar and play a role in searching for honey sources. 
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昆虫 化 学 感受 系统 中 常 存在 两 种 可 溶性 的 小 分 。 各 种 化 学 感受 器 中 而 具有 多 种 功能 ( Pelosi et al., 
子 蛋白 : 气味 结合 蛋白 (odorant-binding proteins, ”2006) ,如 溶解 运输 不 同化 学 感受 器 亲 脂性 配 体 、 响 
OBPs) 和 化 学 感受 蛋白 (chemosensory proteins, —— 觉 功能 .免疫 作用 以 及 调节 昆虫 生理 节律 和 发 育 等 
CSPs), 前 者 一 般 仅 分 布 于 嗅觉 器 官 专 一 执行 嗅觉 。 复杂 的 生理 功能 ( 刘 金 香 等 , 2005) , 昆虫 化 学 感受 
功能 , 而 后 者 则 一 般 广 泛 分 布 于 昆虫 触角 、 中 节 等 。 蛋白 因为 其 复杂 的 生理 功能 而 在 昆虫 化 学 感受 系统 


基金 项 目 : 国家 自然 科学 基金 项 目 (30900163 ) ; 浙江 省 自然 科学 基金 项 目 (Y307597) 

作者 简介 : 李 红 亮 , 男 , 1981 FE, 河南 新 乡 人 , 博士 , 副教授 , 硕士 生 导师 , 研究 方向 为 昆虫 分 子 生物 学 与 化 学 生态 学 , E-mail: hlli@ cjlu. edu. cn 
“通讯 作者 Corresponding author, E-mail; hwshang@ cjlu. edu. cn 

收 稿 日 期 Received; 2011-07-30; 接受 日 期 Accepted: 2011-01-10 





260 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 54 15 


研究 中 占有 愈 来 愈 重 要 的 地 位 。 

研究 昆虫 化 学 感受 蛋白 主要 技术 是 利用 交 光 光谱 
法 。 其 中 N- 验 基 -1- 蔡 腕 (N-phenyl-1-naphthylamine , 1- 
NPN) 是 一 种 研究 昆虫 化 学 感受 重 日 结合 功能 的 篆 见 
实 光 配 基 之 一 (Pelosi et al., 2006), tn yb i5 mg 
Schistocerca gregaria ( Ban et al., 2002) PHHH% Polistes 
dominulus (Calvello et al., 2003) 的 CSP-1, Æ Kt 
Locusta migratoria 的 CSP-[I ( Ban et al., 2003) 以 及 意 大 
利 蜜蜂 Apis mellifera L. 的 CSP1, CSP2, CSP3 和 
CSP4 (Dani et al., 2010) 等 , 原因 在 于 一 般 昆 虫 化 学 
感受 重 日 序列 中 均 至 少 含 有 一 个 容易 受 激 而 产生 交 
光 的 色 氨 酸 残 基 , 且 该 残 基 位 于 和 蛋 日 的 疏水 性 名 中 ， 
1-NPN 进入 玻 水 性 穴 中 以 后 易 与 色 氮 酸 结合 而 引起 
JUXOUNOK , 狂 灭 规律 可 以 通过 线性 化 方程 来 计算 
配 基 和 企 昌 的 相互 作用 关系 ,而 利用 候选 化 学 配 基 
与 1-NPN 的 竞争 结合 , 就 可 以 研究 昆虫 化 学 感受 重 
白 与 其 他 化 学 配 基 的 相互 结合 关系 ,从 而 推测 化 学 
感受 重 日 的 生理 功能 。 

HERE Apis cerana cerana( 简称 中 蜂 ) 为 我 国 
的 本 土 蜜蜂 , 它 较 意大利 蜜蜂 A. mellifera (人 简称 意 
蜂 ) 具有 更 灵敏 的 嗅觉 敏锐 准确 的 鉴别 能 力 和 强 
烈 的 排 异 性 (张建国 , 2005)。 中 蜂 这 种 强烈 的 排 异 
性 与 同 为 社会 性 昆虫 的 日 本 号 背 蚁 Camponotus 
japonicus 非常 类 似 ， 而 该 蚁 的 化 学 感受 蛋白 
CjapCSP 被 证 明 参 与 了 不 同 集 穴 蚂 蚁 间 的 特异 识别 
( Ozaki et al.，2005 )。 所 以 中 蜂 的 化 学 感受 蛋 日 
CSPs 也 有 可 能 参与 这 种 特殊 排 异 的 生理 行为 。 在 
前 期 工作 中 我 们 已 经 从 中 蜂 工 蜂 的 触角 中 元 隆 并 获 
得 了 体外 重组 中 蜂 化 学 感受 蛋 日 AcerCSP3 (Li et 
al., 2007) , 并 发 现 AcerCSP3 在 包括 触角 在 内 的 中 
蜂 不 同 硕 人 官 都 有 高 丰 度 表达 (Li et al., 2009) , 在 此 
基础 上 , 本 实验 对 重组 AcerCSP3 £E EA ETT 3€ 3 28 
件 优 化 和 分 离 纯 化 ,并 利用 荧光 光谱 法 研究 了 
AcerCSP3 与 1-NPN 以 及 化 学 配 基 的 相互 作用 关系 ， 
为 进一步 研究 其 中 蜂 化 学 感受 和 蛋 日 在 化 学 配 基 的 结 
合作 用 , 以 及 深入 阐明 中 蜂 化 学 感受 系统 对 外 界 化 
学 因子 的 信息 识别 机 理 提供 了 一 定 的 依据 。 


1 材料 与 方法 


L1 材料 与 仪器 

中 蜂 CSP3 重组 蛋白 质粒 pET30/CSP3 于 大 肠 
杆菌 Escherichia coli TG1 中 , 以 及 BL21(DE3 ) 感受 
态 细胞 均 由 本 实验 室 保 存 ; 主要 试剂 : 亲 和 层 析 柱 


购 自 GE 公司 , 1-NPN 购 自 梯 希 爱 (TCI) 公 司 (纯度 
>97% ) , 其 他 配 基 均 购 自 上 海 百灵 威 化 学 技术 有 
限 公司 , 甲醇 购 自 TEDIA 公司 , 其 他 均 为 国产 分 析 
纯 试剂 。 

RF-5301 PC 7826365473636 RET] E UV-2501 型 紫 
外 可 见 分 光 光 度 计 均 为 日 本 岛 津 公司 生产 ; 9012 型 
精密 制冷 加热 循环 水 浴 为 美国 PolyScience 公司 生 
y^; PB-10 型 精密 pH 计 和 BS224S 型 精密 电子 分 析 
天 平均 由 德国 赛 多 利 斯 公司 生产 。 
1.2 重组 中 蜂 CSP3 蛋白 的 诱导 

对 保存 pET30/CSP3 的 大 肠 杆菌 Tel 进行 活化 ， 
提取 质粒 后 重新 转化 进 BL21( DE3 ) 感 受 态 细胞 , 平板 
涂 布 后 , 挑 取 获 得 的 单 克隆 菌落 接种 于 3 mL LB 培养 
基 ( 含 Kan 30 pg/mL) 中, 37C 220 rpm 振荡 培养 过 
夜 。 活 化 后 按 1% (VAV ) 接 种 量 转 接 10 mL LB 培养 基 
( 含 Kan 30 pg/mL), 振荡 培养 至 ODm 至 0.4 左右 , 取 
1 mL 菌 液 作为 阴性 对 照 , 再 向 原 菌 液 加 入 IPTG 至 终 
浓度 为 0.5 mmol/L, 28C 200 rpm 继续 诱导 , 每 一 个 
小 时 取 1 mL PR, 最 后 用 SDS-PAGE 电泳 检测 不 同 表 
达 时 间 的 诱导 表达 效果 , 并 用 Bandscan 软件 对 电泳 图 
进行 分 析 , 确定 最 佳 刻 导 时 间 。 
1.3 重组 中 蜂 CSP3 蛋白 的 分 离 纯化 

将 100 mL 诱导 好 的 AcerCSP3 大 肠 杆 菌 菌 液 ， 
8 000 rpm 离心 10 min, A ES, 收集 至 50 mL 离心 
管 中 , 加 入 5 mL 裂解 缓冲 液 充 分 重新 悬浮 菌 体 后 ， 
间断 超声 5 min, 4% 12 000 rpm 离心 10 min, WE 
清 至 旬 NTA 琢 脂 糖 凝 胶 柱 ,并 依次 用 不 同 浓度 鸣 
唑 涂 液 进行 洗 脱 , 收集 7 管 洗 脱 液 并 各 取 10 pL 进 
fT SDS-PAGE 分 析 , $W E] HE H 2 E e Bp AC 
集 管 的 位 置 。 

将 确定 含有 纯 AcerCSP3 重组 蛋白 的 洗 脱 液 全 
部 转移 于 透析 袋 中 , 在 250 mL PBS 缓冲 液 (pH 
7.4) rn AC EH 72 h, 期间 更 换 新 鲜 的 PBS 缓冲 液 
3 次 。 然 后 将 透析 好 的 融合 蛋 晶 用 Bradford 法 定量 
至 2 mmol/L 后 , 转移 至 1.5 mL Eppendorf 管内 , fg 
存 于 -80% 冰箱 备用 。 
1.4 中 蜂 CSP3 EAKR 

用 甲醇 将 1-NPN 奖 光 配 基 配 成 1 mmol/L 母液 
并 置 于 4% 避 交 保存 ,， 移 取 0.S pmol/L AcerCSP3 
(XT pH 为 7.4 的 PBS 缓冲 液 中 ) FAX ke é m. 
F, 分 别 测定 AcerCSP3, 1-NPN 以 二 者 物质 的 量 之 
比 为 1:1( 均 为 0.5 nmolL) 时 体系 的 稀 光 光谱 , 测 
定时 固定 激发 波长 均 为 295 nm, 发 射 与 激发 锋 缝 宽 
度 均 为 10 nm; 在 同样 激发 条 件 下 , 在 0.5 jumol/L E 
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组 AcerCSP3 溶液 中 , 逐次 加 入 10 mmol/L 的 1-NPN 
溶液 进行 灾 光 扫描 ,记录 严 光 发 射 光谱 及 最 大 发 射 
光谱 波长 为 328 nm 处 时 的 荧光 强度 , 根据 Scatchard 
方程 (1)( 范 成 平等 , 2005 ) 线 性 化 光谱 数据 : 
= -K(D] -[D]) +aK[P,] (1) 
其 中 LD,] 和 [LD] 分别 为 总 的 和 体系 中 游离 的 1- 
NPN 浓度 , [P, |] 为 AcerCSP3 重组 蛋白 的 浓度 , K 为 
1-NPN 与 AcerCSP3 的 结合 常数 , n 为 结合 位 点 数 。 
1.5 中 蜂 CSP3 蛋白 的 配 基 结合 实验 
利用 竞争 结合 实验 来 研究 候选 配 基 与 中 蜂 
AcerCSP3 重组 蛋 日 的 解 离 常数。 在 兖 争 结 合 试 验 
H, 使 用 1-NPN 作为 获 光 报告 子 , 将 不 同 配 基 与 
0.5 jmol/L 重 组 化 学 感受 蛋白 进行 混合 。 将 化 学 配 
基 分 别 溶 于 甲醇 或 正己 烷 溶液 中 , 配制 成 浓度 为 10 
mmol/L 试 样 。 将 化 学 配 基 逐 次 加 入 到 1-NPN 与 
AcerCSP3 蛋白 混合 液 中 , 记录 荧光 发 射 光 谱 。 根 
据 方程 (2)(Ban et al., 2003, Gong et al., 2009) it 
算 候 选 配 基 解 离 常 数 Ko: 
[IC ] 
其 中 | ICs, ] 为 竞争 配 基 能 蔡 换 50% 的 1-NPN 
时 的 浓度 ，[1-NPN ] 为 未 结合 1-NPN 的 浓度 ，Ki NeN 
为 CSPs 与 1-NPN 的 解 离 常数 。 


2 结果 


2.1 重组 AcerCSP3 蛋白 的 诱导 及 纯化 

将 含有 pET30/CSP3 的 质粒 转化 入 BL21 
( DE3) 感受 态 细胞 后 , 挑 取 获 得 的 单 克隆 菌落 接种 
后 , 振荡 培养 过 夜 。 次 日 转 接 后 , 振荡 培养 至 
ODa £ 0. 4 左右 时 , W1 mL KREN HEX E 
(图 1: 0) , 再 向 原 菌 液 加 入 终 浓 度 为 1 mmol/L 的 
IPTG, 28*C 200 rpm 继续 诱导 , 每 一 个 小 时 取 1 mL 
WW, 共 6 h, 分 别 编号 为 1~6( 图 1:1~6), 并 用 
SDS-PAGE 电泳 检测 不 同 表达 时 间 的 诱导 表达 效果 
(图 1), 用 Bandscan 软件 对 电泳 图 进行 分 析 , 5 h 
的 诱导 表达 量 最 大 ( 目的 条 市 占 菌 体 的 60.7 % )。 

100 mL 诱导 好 的 AcerCSP3 AZ TT PS VS CES 
步 处理 和 超声 破碎 后 ,离心 取 上 清 至 旬 NTA 琼脂 
糖 凝 胶 柱 , 不 同 浓度 咪唑 溶液 洗 脱 后 , 收集 7 管 洗 
脱 液 并 各 取 10 uL 进行 SDS-PAGE 分 析 ( 图 2: 1 ~ 
7) ,最 终 确 定 3 和 6 号 管 含有 目的 和 蛋白。 将 该 两 管 
所 有 溶液 全 部 转移 于 透析 袋 中 , 在 PBS 缓冲 液 (pH 


Kp = (2) 


K NeN 


7.4) 于 4% 透析 72 h, 最 后 用 Bradford 法 定量 至 2 
mmol/L 后 ,保存 于 -807 冰箱 备用 。 
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图 1 重组 中 蜂 化 学 感受 蛋 日 AcerCSP3 诱导 
表达 时 间 的 优化 
Fig. 1 Optimization of induced expression of the 
recombinant protein AcerCSP3 
M: EAAS ERE Protein molecular weight marker; 0; 未 诱导 的 pET30- 
AcerCSP3 的 BL21 ( DE3) 菌 体 BI21 ( DE3) containing pET30-AcerCSP3 
without induction with IPTG; 1 -6: 分 别 为 1~6h 优 化 的 表达 产物 
Expression products at 1 -6 h after induction with IPTC respectively. 
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图 2 重组 中 蜂 化 学 感受 蛋 日 AcerCSP3 的 分 离 纯 化 
Fig. 2 Separation and purification of the recombinant 
protein AcerCSP3 
M: EHAA T ERE Protein molecular weight marker; 1 -7: 分 离 纯化 
的 AcerCSP3 重组 蛋白 Separated and purified recombinant protein 

AcerASP3. 


2.2. 荧光 光谱 分 析 

在 295 nm 激发 波长 下 ,分别 对 分 离 纯 化 后 的 
重组 中 蜂 化 学 感受 蛋 日 AcerCSP3, 1-NPN 以 及 等 物 
质 的 量 混合 的 中 蜂 CSP3 与 1-NPN 等 3 种 体系 进行 
荧光 光谱 扫描 。 如 图 3 所 示 , 中 蜂 AcerCSP3 的 最 
大 发 射 波长 为 328 nm( 图 3: a), 1-NPN 的 最 大 发 射 
波长 为 431 nm( 图 3: b), 而 AcerCSP3 与 1-NPN 在 
等 物质 的 量 下 混合 后 ，AcerCSP3 的 荧光 强度 降低 ， 
发 生 了 荣光 独 灭 , 而 1-NPN 的 荧光 强度 并 没有 增加 
(图 3: c), 说 明 两 者 之 间 存 在 着 相互 作用 , 发 生 了 
能 量 转移 。 
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400 450 500 550 
WK Wavelength (nm) 
图 3 重组 中 蜂 AcerCSP3 及 1-NPN 的 交 光 光谱 
Fig. 3 Fluorescence spectra of AcerCSP3 and 1-NPN 

a: 化 学 感受 蛋白 3 Chemosensory protein 3, CSP3; b; N-2& XE-1-2& it 
N-phenyl-1-naphthylamine, 1-NPN; ec; CSP3 +1-NPN (1:1), 二 者 工 
作 浓 度 均 为 0.5 pmol/L. The working concentration of both samples is 
0.5 pmol/L. 


TE 295 nm 激发 波长 下 , TE 0.5 pmol/L 重组 
AcerCSP3 和 蛋白 溶液 中 , 逐次 加 入 10 mmol/L B 1- 
NPN RRIT GA, 如 图 4(A) 所 示 , 9e2626 
谱 的 多 项 式 拟 合 相 关系 数 达 到 0.9992, 拟 合 较 好 ; 
Scatchard 方程 线性 化 光谱 数据 后 ， 拟 合 方程 相关 系 
数 为 0.9926 , 拟 合 较 好 , 且 如 图 4(B) 所 示 , 根据 公 
式 1, 1-NPN 与 AcerCSP3 的 解 离 常数 Ki wp 为 8.29 
umol/L, 结合 位 点 数 n 为 0.9495, 表明 AcerCSP3 
与 1-NPN 结合 时 基本 为 1: 1 结合 。 

选择 5 种 化 学 配 基 进行 


350 


结合 实验 , 如 图 5 所 
示 , 该 5 种 配 基 均 能 将 1-NPN 从 AcerCSP3 的 相对 
荧光 值 竞争 至 50% 以 下 ,其 中 B- 紫 罗兰 酮 能 在 接 
ir 200 kmolLL 的 浓度 下 将 相对 获 光 值 竞争 至 10 96 
左右 ( 表 1), 表明 具有 较 强 的 竞争 结合 能 力 ; 但 是 
在 竞争 至 50% 的 配 基 浓 度 中 , 最 强 的 为 3, 4- 二 甲 
JEAKFH EE, 3552] 18.77 jmol/L( 表 1)。 
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A 
159 L ?= 4.7938 + 28.033x-12398x7 
R? = 0.9992 





y 2 0.0573 - 0.1207x 
R? = 0.9926 
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图 4 奖 光 配 基 1-NPN 与 重组 AcerCSP3 蛋白 的 结合 分 析 
Fig. 4 Binding of fluorescent ligand 1-NPN with 
recombinant AcerCSP3 protein 
A: 不 同 浓度 1-NPN 荧光 配 基 在 0.5. pmol/L 的 重组 AcerCSP3 和 蛋白 
中 的 荧光 强度 Fluorescence intensity of recombinant AcerCSP3 when 
different concentrations of 1-NPN were added; B; 1-NPN 与 AcerCSP3 

结合 的 Scatchard 方程 Scatchard plot of 1-NPN with AcerCSP3. 
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图 5 候选 配 基 与 菊 光 配 基 1-NPN 和 重组 AcerCSP3 
和 蛋 日 的 欧 争 结合 
Fig. 5 Competitive binding of candidate ligands with 1-NPN 


and recombinant AcerCSP3 protein 


表 1 候选 配 基 与 1-NPN 和 重组 AcerCSP3 蛋白 的 竞争 结合 
Table 1 Competitive binding of candidate ligands with 1-NPN and recombinant AcerCSP3 protein 


化 学 配 基 
Chemical ligands 


最 大 竞争 能 力 ( 色 ) 


Maximum capability to 


compete with 1-NPN 


B- 紫 罗兰 酮 B-ionone 
3, 4- 二 甲 基 茶 甲醛 3, 4-Dimethylbenzaldehyde 
3E Z, BÉ Phenylacetaldehyde 
4-3 EARS E 4 -Allylveratrole 


ZK Eg ES FH RR Methyl salicylate 


11 


23 


26 


34 


41 


[ICs ] Kp 解 离 常数 (nmol/L) 
( mol/L) Dissociation constant 

45.38 23.07 

36.92 18. 77 

41.81 21.26 

68.51 34. 83 

126.22 64. 18 
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3 讨论 


本 实验 主要 利用 灾 光 法 研究 了 基于 1-NPN 7j 
异 灾 光 配 基 的 AcerCSP3 与 候选 化 学 配 基 的 结合 作 
用 。 在 已 报道 的 化 学 感受 和 蛋 日 与 1-NPN 的 解 离 党 
数 K rH, P. dominulus 的 CSP-1 为 2. 2 jmol/L 
( Calvello et al., 2003), S. gregaria 的 CSP-1 为 4.0 
umol/L( Ban et al., 2002) , L. migratoria 的 CSP- [I 
23 6.2 jmol/L( Ban et al., 2003) ,而 本 实验 采用 的 
中 蜂 AcerCSP3 的 Ks Jy 8.29 umol/L, 仅 低 于 入 侵 
ZI Ak By Solenopsis invicta 的 Si-CSP1 与 1-NPN fg Es s 
Zr (Ky 230, Kpm =8 mmol/L) ( González et al., 
2009) , 这 表明 AcerCSP3 与 1-NPN MDS, 
但 实际 表明 ,1-NPN 仪 需 要 0. 5. jumol/L 浓度 的 重 
组 AcerCSP3 生日 就 可 以 与 之 结合 发 生 较 强 的 菊 光 
信号 , 这 一 方面 由 于 AcerCSP3 重组 蛋白 的 疏水 性 
六 中 能 够 含有 较 强 的 灾 光 发 光 基 团 一 一 1 个 色 氨 酸 
和 4 个 酷 氨 酸 , 男 外 也 由 于 1-NPN 与 AcerCSP3 结 
合 的 特异 性 较 强 , Bx 1-NPN 非常 适合 用 于 研究 
AcerCSP3 的 结合 功能 。 

基于 1-NPN 的 配 基 结 合 实验 能 够 在 一 定 程 度 
上 反映 AcerCSP3 的 生理 结合 功能 。 本 人 研究 中 的 5 
种 配 基 均 能 使 1-NPN 的 相对 殉 光 强度 下 降 至 50% 
以 下 , 其 中 B- 紫 罗兰 酮 ,3, 4- 二 甲 基 茶 甲醛 及 茶 乙 
醛 甚 至 能 下 降 至 30% 以 下 ,表明 均 与 AcerCSP3 有 
较 强 的 结合 能 力 , 如 在 中 红 侧 沟 草 蜂 中 B- 紫 罗兰 酮 
Ej MmedCSP1 的 Kp 达到 16. 89 jumol/L ( 张 帅 等 ， 
2009) ,而 B- 紫 罗兰 酮 与 中 蜂 AcerCSP3 的 Kp 也 达 
到 23.07 pmol/L。 值 得 一 提 的 是 , 本 人 研究 选用 的 配 
基 基 本 上 都 为 花香 气味 物质 ,表明 中 蜂 AcerCSP3 
作为 中 蜂 化 学 感受 系统 的 一 部 分 , 可 能 在 蜜蜂 搜寻 
花粉 蜜源 时 作为 气味 分 子 运载 体 发 挥 一 定 的 作用 ， 
这 也 肯定 了 CSPs 可 能 作为 昆虫 早期 的 气味 识别 重 
日 而 参与 昆虫 化 学 识别 ,而 之 后 则 被 功能 更 专 一 的 
气味 结合 蛋 日 OBPs 和 性 信息 素 结合 蛋 日 PBPs 所 
HUS C38 Z6 SP, 2009), X uU 5j LL fk Ur oz m 
AcerCSP3 TE rp 8 fih fA PIIR DE JR sz i HH JLP 26 FE HT 
4] fi ( Li et al., 2007 ) 的 事实 不 相悖 ， 即 使 昆虫 化 学 
感受 蛋 日 不 分 布 于 嗅 党 需 官 中 的 咯 党 感受 顺 中 , 但 
是 仍然 会 参与 化 学 信息 物质 的 识别 和 转运 生理 
活动 。 

万 一 方面 , dede id EH Eb rp, CSPs 也 从 宏 
观 上 分 布 于 嗅 党 器官 中 (Calvello et al., 2005) 而 表 


现 于 嗅觉 功能 ， 如 中 蜂 的 另 一 个 化 学 感受 恒 日 
AcerCSP1 也 较 高 丰 度 地 表达 于 中 蜂 触 角 ( 李 红 亮 
等 , 2010) , 但 是 从 结合 功能 上 讲 , 如 马蜂 的 CSP 对 
16 ~ 18 个 碳 的 氨 类 、 醇 类 等 物质 的 结合 都 具有 很 强 
的 特异 性 和 敏感 性 (Calvello et al., 2003), HK 
HAX C. japonicus 的 CjapCSP W 8E Ej As [E] SR 7X R3 SV 
的 表皮 碳 氢 化合物 (euticular hydrocarbon, CHC ) 可 
以 结合 (Ozaki et al., 2005) 。 意 蜂 的 化 学 感受 重 日 
CSP3 曾 被 报道 可 与 16 ~ 18 个 碳 的 幼虫 信息 素 特异 
结合 ( Briand et al., 2002) , 而 最 近 研 究 表 明 CSP3 
与 13 个 矶 的 正 十 三 醇 的 结合 力 更 强 ( Dani et al., 
2010) 。 这 些 均 表 明 昆 虫 的 化 学 感受 重 日 具有 广泛 
的 化 学 信息 结合 谱 ， 而 AcerCSP3 目前 能 结合 的 仅 
FR 13 个 碳 及 以 下 的 小 分 子 化 学 物质 , 说 明 化 学 感 
受 和 蛋白 在 嗅觉 结合 配 基 的 结构 性 质 上 存在 一 定 的 
差异 。 
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